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Isolation of Microorganism Degrading the Red Yeast Rhodosporidium toruloides 
        Cell Wall and Properties of the Lytic Enzyme Produced 
                   by the Isolated Bacterium
Yukina Matsumoto and  YOtaro Kondo
  Micoorganisms capable of lysing the cell wall of the red yeast Rhodosporidium toruloides were 
isolated from the soil obtained within the precincts of the Yosida Shrine in Kyoto by screening for 
their ability to utilize the cell wall prepared from the red yeast as a carbon source which was seeded 
on an agar plate. The actinomycete strain YM 1-1 supposed to be Streptomyces was found to 
produce the lytic enzymes. The supernatant obtained by culturing of this soil microbe lysed the cell 
wall of the red yeast. The resulting crude lytic enzyme fractions, after sedimentation by addition of 
ammonium sulfate, showed the high lytic activity toward the red yeast cell wall and laminarin, in-
dicating mainly contained p-glucan-hydrizing activity. In addition, the actinomycete strain YM1-1 
adhered to form flocculent clumps. The tendency to form clumps may facilitate the separation of 
the microorganism after a batch cultivation.
1.は じ め に
 赤色酵母の栄養増殖の しかたは,パ ン酵母(Sac-
charomyces cerevisiae)と 同 じように出芽により増殖
する。細胞の形態は球形ないし楕円形で,出 芽はパ
ン酵母 と異な り,同 じ場所から何回も繰返 し生ずる
ことが多いといわれてい る。また,赤 色酵母は,カ
ロチノイ ド色素を合成す るため コロニ 一ーが赤色を呈
するので,赤 色酵母 と呼ばれ,パ ン酵母などと比べ
て発酵能はな く,酸 性培地において,培 地中に多糖
(糖タンパク質)を 生産す ることが特徴的である。
赤色酵母は,有 性生殖法でも増殖 し,胞 子を形成 し
て担子状の菌糸を形成す るので,担 子菌類酵母に属
す。その うちRhodospoyidium属 は,そ のライフサ
イ クルでテ リオスポア(有 性的サイクルに関与する
厚膜胞子)を 形成 し完全形 に分類 されるが,不 完全
形はRhodotorula属 入れ られている1も
 パン酵母にみられ るように,一 般に酵母の細胞壁
は グルカン,マ ンナンおよびキチンな どの多糖類と
タンパ ク質,脂 質などか ら成 り立 っているが,細 胞
壁の構造や組成は種に より異な り,同 一種でも生育
条件 によ り変化す るとされている2)。赤色酵母の細
胞壁の研究報告はパ ン酵母のそれ と比較す ると,極
端 に少 な く,赤 色酵 母1㍑040Sρ0癩 伽初toruloides
においても,そ の細胞壁の構造Y'つ いてまだ明らか
でない点が多い。細胞壁の構造解析を行 うためには,
細胞壁を酵素によ り部分分解 し,そ の分解産物の構
造を決定す ることに よ りなされるが,赤 色酵母の細
胞壁は市販の細胞壁溶解酵素の分解を受けに くいと
い う報告3)も あ り,赤 色酵母細胞壁の構造解析を行
うため,ま ず赤色酵母細胞壁分解酵素を生産する微
生物を 自然界 より分離(ス ク リーニング)す る必要
があ る。本報 では,土 壌中 よ りRhodsp. toruloides












胞壁， 0.1% NH4Cl， 0.1% KH2P04， 0.05% 
MgS04・7H20，0.001% FeS04・7H20，0.0001% 
ZnS04・7H20，0.0001% CUS04・5H20，0.0001% 
MnS04・nH20，O. 0001% CaC12・2H20，1. 5%寒










0.5% KH2P04， 0.05% MgS04・7H20，0.004% 
MnS04・4'"'-'6H20 ， 0.004% FeS04・7H20，0.002 
% thiamine HCl)で250C， 3日間振量培養した


















地 (1%グルコース， 0.15% yeast extract， 0.7% 
KH2P04， 0.5% Na2HP04， 0.15% NH4C1， 0.06% 
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MgS04・7H20，0.02% NaCl， 0.001% CaC12・
2H20， 0.0008% FeC13・6H20，0.00001% ZnS04 
・7H20)を用いた。培養は， PDA斜面培地にて 7
日間培養した YM1-1を， YM培地 10m1に一白
金耳接種し， 250Cにて40時間往復振とう (125
rpm) し前培養を行ったのち，これを YM培地 500
mlを加えた 3L三角フラスコに移し， 250Cにて23
時間回転振とう(125rpm) し本培養した。培養液
は， 4 oC， 10000 x gで10分間遠心分離し，菌体と
培養上清液に分けた。菌体は，蒸留水で3回洗浄(4 
oC， 10000 x gで10分間)し， 60%エタノー ルで、2
田， 80%エタノールで1回，エー テルで、3回洗浄(室





た。生じた沈澱物は，遠心分離(4 "C， 1 0000 x g 
で20分間)回収後， 0.1 M コハク酸ナトリウム緩
衝液 (5ml，pH5.5)に溶解し，同じ緩衝液で透







Rhodosp. toruloides IFO 0413を YEPD培地 (1% 
yeast extract， 1 % peptone， O. 5 % glucose， pH 
5.5)で前培養24時間，本培養48時間し，集菌洗浄
したのちガラスビーズで破砕した菌体を用いた。基






で測定した。 1%基質 (0.2ml)に 0.1M コハク
酸ナトリウム緩衝液 (0.1 ml， pH 5.5)を加え，
これに酵素液 0.1m1を加えて反応を開始し， 300C 
で1時間インキュベートした後，生じた還元糖量を
Somogyi9) -NelsonlO)法にて定量した。 1unit(酵素
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a b C d 
図2 放線菌 YM1-1 (培養4日目， PDA培地)
a， YM 1-1 (表面灰白色部より集菌した b
の培地裏側) ; b， YM 1-1 (表面灰白色部
より集菌) ; c， YM 1 -1 (内部白色部より










a b C d 
図3 放線菌 YM1-1 (培養14日目， PDA培地)
a， YM 1-1 (表面灰白色部より集菌した b
の培地裏側) ; b， YM 1-1 (表面灰白色部
より集菌) ; c， YM 1 -1 (内部白色部より
集菌) ; d， YM 1-6 (対照)
図4 放線菌YM1-1の胞子の走査電子顕微鏡写真
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